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Inleiding
De wereldbevolking zal de komen-
de jaren sterk toenemen, waar-
door het van cruciaal belang is om
de agrarische productie te verho-
gen. Inspanningen om belangrijke
voedselgewassen tegen hun pa-
thogenen te beschermen kunnen
profiteren van kennis van resisten-
tiegenen (R genen) in natuurlijke
populaties planten. In het proef-
schrift worden de verschillende
soorten resistentie van planten te-
gen pathogenen besproken. Ver-
schillende klassen R genen zijn
geïdentificeerd die functioneren in
overeenstemming met de gen-om-
gen relatie, waarin voor elk R gen
in de plant een complementair
avirulentie (Avr) gen aanwezig is in
het pathogeen. In twee modellen
wordt de evolutionaire dynamiek
van R genen in natuurlijke plan-
tenpopulaties beschreven. Het
‘birth-and-death’ model veronder-
stelt dat nieuwe R genen continue
worden aangemaakt (‘birth’), wel-
ke snel doorbroken worden door
virulente stammen van het patho-
geen, en als gevolg daarvan uit de
populatie zullen verdwijnen (‘de-
ath’). In het ‘trench-warfare’ model
worden R genen gedurende een
lange periode in de plant gehand-
haafd en fluctueert de frequentie




pathosysteem volgt de gen-om-
gen relatie en is een modelsysteem
om de interactie tussen biotrofe
pathogene schimmels en planten
te bestuderen. C. fulvum scheidt
tijdens infectie van een tomaten-
plant Avr eiwitten uit, welke speci-
fiek herkend worden in tomaten-
planten die de complementaire C.
fulvum resistentie genen (Cf ge-
nen) bevatten. Deze herkenning
leidt tot een overgevoeligheidsre-
actie waardoor geen verdere
schimmelgroei mogelijk is (Figuur
1). Cf genen coderen voor mem-
braan-gebonden receptorachtige
eiwitten, wat overeenkomt met de
voorspelde extracellulaire herken-
ning van de Avr eiwitten. De Avr4-
Cf-4 en Avr9-Cf-9 genparen zijn
uitvoerig bestudeerd. De Cf-4 en
Cf-9 genen behoren tot de Hcr9
(Homologen van het C. fulvum re-
sistentie gen Cf-9) genfamilie,
waar zowel Cf genen als Hcr9s met
onbekende functie toe behoren.
De meeste Hcr9s zijn gelokaliseerd
in clusters van opeenvolgende ge-
nen (Figuur 2) wat kan leiden tot
uitwisseling van sequenties tussen
Hcr9s. Middels deze sequentie uit-
wisseling kunnen nieuwe Hcr9s en





De evolutie van de Hcr9 genfamilie
is gekarakteriseerd door analyse
van Hcr9 clusters uit enkele toma-
ten genotypes. De variatie in Hcr9s
die betrokken zijn bij de herken-
ning van dezelfde elicitor is echter
nog niet beschreven en vormt het
belangrijkste onderwerp van dit
proefschrift. De variatie in het Cf-9
gen in de wilde tomatensoort Lyco-
persicon pimpinellifolium (de Peru-
aanse bestomaat), waaruit Cf-9 af-
komstig is, is eerst bestudeerd. In
deze studie is het 9DC gen geïdenti-
ficeerd, dat dezelfde functie in Avr9
herkenning heeft als Cf-9. Avr9 her-
kenning werd verspreid over de he-
le L. pimpinellifolium populatie ge-
vonden en waarschijnlijk zijn
alleen de 9DC en Cf-9 genen hier
verantwoordelijk voor. Het Cf-9
cluster bestaat uit vijf genen (Hcr9-
9A t/m Hcr9-9E) waarvan Hcr9-9C
het Cf-9 gen is (Figuur 2). De eerste
helft van 9DC is bijna identiek aan
Hcr9-9D, een gen naast Cf-9, en de
tweede helft is bijna identiek aan
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Cf-9. De frequentie van 9DC in de
L. pimpinellifolium populatie is ho-
ger dan die van Cf-9 en 9DC wordt
gevonden in een groter geografisch
gebied. Dit suggereerde dat Cf-9
geëvolueerd is uit 9DC door intra-
gene recombinatie tussen 9DC en
een andere Hcr9. Het 9DC eiwit
heeft dezelfde activiteit en specifi-
citeit als Cf-9, hoewel beide eiwit-
ten 61 aminozuren verschillen. Dit
toont aan dat natuurlijke Hcr9 ei-
witten met dezelfde functie aan-






De evolutionaire relatie tussen Cf-9
en 9DC is verder bestudeerd door
het 9DC cluster te isoleren uit L.
pimpinellifolium LA1301, waaruit
9DC afkomstig is. Met behulp van
moleculaire technieken is het gehe-
le 9DC cluster geïsoleerd en gese-
quenced. Het 9DC cluster bevat
drie 9DC genen (9DC1, 9DC2 en
9DC3), orthologen van de Hcr9-9A
en Hcr9-9E genen van het Cf-9 clus-
ter, en drie fragmenten van Hcr9s.
Door vergelijking van de Cf-9 en
9DC clusters zijn meerdere veran-
deringen in het centrale gedeelte
van het 9DC cluster geïdentificeerd,
maar geen aan de uiteinden van
het cluster. Bovendien zijn sterke
aanwijzingen gevonden dat 9DC
het product is van recombinatie
tussen Cf-9 en Hcr9-9D, in tegen-
stelling tot wat eerder gesuggereerd
werd. De drie 9DC genen zijn het
resultaat van meerdere inter- en in-
tragene recombinaties. Alledrie de
9DC genen zijn actief in Avr9 her-
kenning wanneer ze tot overexpres-
sie worden gebracht in een agroin-
filtratie experiment, maar met hun
eigen promoter is alleen 9DC2 ac-
tief. Waarschijnlijk is 9DC2 dus het
belangrijkste 9DC gen dat betrok-






De geringe variatie in Cf-9 en 9DC
in de L. pimpinellifolium popula-
tie doet vermoeden dat Cf genen
als gevolg van een selectiedruk
sterk geconserveerd zijn. Door de
complexe structuur van de Hcr9
genfamilie zouden echter ook
door convergente evolutie Cf ge-
nen met dezelfde specificiteit kun-
nen ontstaan. Om te bestuderen
hoe Hcr9s die dezelfde C. fulvum
elicitor herkennen evolueren, is de
variatie in functionele homologen
van Cf-4 en Cf-9 in wilde tomaten-
soorten onderzocht. In het gehele
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Figuur 1. De compatibele en incompatibele interactie tussen tomaat en
Cladosporium fulvum.
A. Schematische weergave van een dwarsdoorsnede van een gevoelig to-
matenblad na inoculatie met een virulent C. fulvum isolaat. Een schim-
meldraad is door een open bladmondje het blad binnengedrongen, waar-
na C. fulvum de extracellulaire ruimte koloniseert.
B. Onderkant van een gevoelig tomatenblad, twee weken na inoculatie
met een virulent C. fulvum isolaat (compatibele interactie). De schimmel
sporuleert uitbundig.
C. Schematische weergave van een dwarsdoorsnede van een resistent to-
matenblad na inoculatie met een avirulent C. fuvlum isolaat. Nadat C.
fulvum door een open huidmondje het blad is binnengedrongen wordt de
schimmel herkend, wat leidt tot een overgevoeligheidsreactie (weergege-
ven als donkere cellen), waardoor de schimmelgroei wordt gestopt.
D. Onderkant van een resistent tomatenblad, twee weken na inoculatie
met een avirulent C. fulvum isolaat (incompatibele interactie). Er zijn
geen zichtbare symptomen van een infectie.
tomaten genus zijn planten geï-
dentificeerd die reageren met 
een overgevoeligheidsreactie op
Avr4 of Avr9 (Figuur 3). Van deze
planten zijn middels PCR Hcr9s
geamplificeerd, waarvan vervol-
gens met een test in tabak beke-
ken is of deze betrokken zijn bij
Avr4 of Avr9 herkenning. De isola-
tie van een aantal sterk geconser-
veerde functionele homologen
van Cf-4 en Cf-9 uit uiteenlopende
tomatensoorten suggereert sterk
dat deze genen oud zijn en al 
bestonden voor de soortsvorming
in wilde tomaat. Deze resultaten
suggereren bovendien dat C. ful-
vum al een pathogeen van de 
‘oertomaat’ was die tijdens de evo-
lutie van de wilde tomaat selectie-
druk heeft uitgeoefend, waardoor
de functionele homologen van 
Cf-4 en Cf-9 in de huidige wilde to-





Tijdens de studie naar functionele
Cf-4 en Cf-9 homologen zijn 
ook twee Hcr9s uit L. peruvianum
geïsoleerd die een elicitor-on-
afhankelijke overgevoeligheidsre-
actie (hypersensitive response 
of HR) induceren in verschillende
tabakssoorten wanneer ze mid-
dels agroinfiltratie in tabak tot 
expressie worden gebracht. 
Deze Hcr9s zijn auto-activatoren
van HR genoemd, omdat ze 
‘automatisch’ tot een overgevoelig-
heidsreactie leiden. Daarnaast 
zijn tevens door in vitro Hcr9 se-
quenties uit te wisselen auto-
activatoren gegenereerd. De auto-
activatoren vertonen verschillende
activiteiten in vijf geselecteerde 
tabakssoorten en gebruiken 
dezelfde signaal transductie casca-
de als Cf-9. Een aantal modellen
die de elicitor-onafhankelijkheid
van de auto-activatoren verklaren
en de bruikbaarheid van de auto-
activatoren in het bestuderen van
de mechanismen van de resisten-




De evolutie van het Cf-9 gen in de
wilde tomatensoort L. pimpinelli-
folium is in detail bestudeerd.
Hieruit is gebleken dat binnen de-
ze soort naast Cf-9 nog een tweede
gen, het 9DC gen, dezelfde resis-
tentie tegen C. fulvum geeft. Be-
studering van de clusters waarin
beide genen liggen liet zien dat Cf-
9 ouder is dan 9DC. Verder is ge-
bleken dat in verschillende wilde
tomatensoorten het ‘oude’ Cf-9
gen voorkomt. Hetzelfde geldt
voor het Cf-4 gen. Dit betekent dat
C. fulvum waarschijnlijk al een pa-
thogeen van de ‘oertomaat’ was.
Uit wilde tomaten zijn daarnaast
een tweetal Cf homologen geïso-
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Figuur 2. Schematische weergave van de Cf-4 en Cf-9 resistentiegenclusters.
De pijlen geven Hcr9 genen weer (4A-4E en 9A-9E). Zwart getinte genen geven resistentie tegen Cladosporium
fulvum, grijs getinte genen geven partiële resistentie tegen C. fulvum, en wit getinte genen geven geen resistentie
tegen C. fulvum.
A. Het Cf-4 resistentiegen cluster van de wilde tomatensoort Lycopersion hirsutum, waarin de C. fulvum resisten-
tiegenen Cf-4 (4D) en Cf-4E (4E) liggen.
B. Het Cf-9 resistentiegen cluster van de wilde tomatensoort L. pimpinellifolium, waarin het C. fulvum resisten-
tiegen Cf-9 (9C) en het partiële resistentiegen Hcr9-9B (9B) liggen.
Figuur 3. Voorbeelden van een specifieke overgevoeligheidsreactie van wil-
de tomatenblaadjes na injectie met de Cladosporium fulvum eiwitten
Avr4 en Avr9. Beide blaadjes zijn links met Avr4 en rechts met Avr9 geïn-
jecteerd. Een specifieke overgevoeligheidsreactie leidt tot necrose (celdood,
aangegeven met pijl).
A. Lycopersion parviflorum blaadje met specifieke overgevoeligheidsreac-
tie op Avr4.
B. Lycopersion hirsutum blaadje met specifieke overgevoeligheidsreactie
op Avr9.
leerd die een ‘automatische’ over-
gevoeligheidsreactie in tabak ge-
ven. Het isoleren van meerdere
functionele Cf-4 en Cf-9 homolo-
gen per wilde tomatensoort kan
het inzicht in de evolutie van deze
resistentiegenen verder vergroten.
Daarbij zijn ook niet-functionele
homologen van Cf-4 en Cf-9 inte-
ressant, omdat deze weliswaar
geen resistentie geven, maar wel
informatie kan geven over de evo-
lutionaire mechanismen die be-
trokken zijn bij het ontstaan en in
stand houden van functionele re-
sistentiegenen. In dit opzicht zou
ook het verzamelen van natuurlij-
ke C. fulvum isolaten van wilde to-
maten interessant zijn. Door te kij-
ken naar de avirulentiegenen van
deze isolaten en deze te vergelij-
ken met de Cf resistentiegenen die
in de wilde tomaten aanwezig zijn,
kan bepaald worden of C. fulvum
en wilde tomaat inderdaad een
wederzijdse selectie op elkaar uit-
oefenen.
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